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「シバ中間母本農1号」の育成














（Z. matrella (L.)	Merr.）・コウライシバ（Z. tenuifolia 
Willd.）を合わせた日本芝は，種苗生産だけで作付面積
























　遺伝的に不均一な市販シバ（Zoysia japonica	Steud.）種子約 1 万粒から組織培養適性に優れた系統を選抜し，栄
養繁殖性品種「シバ中間母本農 1 号」として 2009 年に品種登録（第 18204 号）した。本品種には直立茎の生長点か
ら誘導したカルスの再分化能が高い特長があるため，種子由来カルスと異なって遺伝的背景が明瞭かつ均一なカルス
および再分化植物体が得られ，再現性の高い遺伝子組換え実験が可能である。モデル実験では再分化植物における













































うに定めた。供試種子を定法（70% エタノール 1 分，
1.0% 次亜塩素酸ナトリウム溶液 1 分浸透後，滅菌水で
3 回すすぐ）により滅菌後，ガンボルグビタミンを添
加した Murashige & Skoog （以下，MS）基本培地に
2,4-dichlorophenoxyacetic	acid（以下，2,4-D）を 2 mg/l，
6-Benzylaminopurine （以下，6-BAP）を 0.5 mg/l，α-
ケトグルタル酸を 100 mg/l，リボフラビンを 1 mg/l，
































を導入したアグロバクテリウム LBA4404 株 6）（名古屋
大学から分譲）のコロニーを液体 AB 培地 4）に植菌し，





養した。カルベニシリン 250 mg/l およびセフォタキシ
ム 200 mg/lを加えた滅菌水でカルスをすすいで付着し
ているアグロバクテリウムを除菌した後，ハイグロマイ
シン 50 mg/l・カルベニシリン 500 mg/l・セフォタキシ
ム 100 mg/lを MS 基本培地に加えたカルス誘導培地に
置床し，25℃・暗条件で約 3 ヶ月静置培養した。褐変せ
ずに生き残ったカルスを，ハイグロマイシン 50 mg/l・
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m2/s・16 時間日長条件で約 2 ヶ月培養し，再分化した
植物体を鉢上げした。
　再分化個体における GUS 遺伝子の導入は PCR によ
り，発現は組織化学的染色法により確認した。PCR は
100 µg/µlの CTAB 法 10）により抽出したゲノム DNA
溶液 0.5 µl，10 × Ex	Buffer 2.0 µl，dNTP（各 2.5 mM）
1.8 µl，5 U/µlの耐熱性 DNA ポリメラーゼ（TaKaRa	
Ex	Taq, タカラバイオ株式会社，大津市）0.1 µl，10 
pmol/µlのプライマー各 0.5 µl，滅菌蒸留水 14.6 µlの合
計 20.0 µlの反応液で行い，PCR 反応の条件は，95℃で
10 分間，続いて 94℃で 30 秒間，55℃で 1 分間，72℃
で 90 秒間それぞれ保持するサイクルを 30 回，最後に
72℃で 10 分間保持とした。PCR では葉身 0.1 g から
ゲノム DNAを抽出し，35Sプロモーター遺伝子の内
部 配 列 5’-ATCTCCACTGACGTAAGGGATGAC-3’	 お
よび GUS 遺伝子の内部配列 5’-CCCGGCTTTCTTGT	
AACGCGCT-3’ のプライマーを用いて 453 bp の PCR
増幅バンドにより導入遺伝子の有無を確認した。PCR
増幅バンドの確認は，反応液 10 µlを TAE	（Tris-base 
40 mM, Acetic	acid 20 mM, EDTA-2Na 1 mM）バッ
ファーを加えた 1% のアガロースゲルにて 100 V・30 分
の電気泳動で行い，増幅バンドの染色はエチジウムブロ
マイドで行った。組織化学的染色法では葉身を GUS 染





験圃場（栃木県那須塩原市，北緯 36 度 55 分・東経 139












　各品種とも，匍匐茎を採取して 7.5 cm 径ポリポット
（個体植区）および 5 cm 角のピートモス製ポット（密
植区）で育苗し，2003 年 7 月 7 日に個体植え・密植そ
れぞれ 3 反復で定植した。施肥は N：P2O5：K2O 各 15 
g/m2 を年 3 回（4 月下旬・梅雨明け後・9 月上旬），5 
g/m2 ずつ分施した。形態的特性・生育特性の評価は，



























らの 13 個体すべてにおいて，PCR の結果ではゲノム
DNA に GUS 遺伝子が存在していることを示す 453 bp









数値は，9 段階評価値の 3 反復平均値を示す。
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1）形態的特性等
　草型（極直立：1 ～極匍匐：9）は 5.8 で標準品種・対
照品種との間に有意差がなかった。匍匐茎の密度（極
疎：1 ～極密：9）は 2.4 で「Emerald」・「朝駆」・「朝
萌」より疎であり，「Meyer」・「みやこ」・「つくばグリー
ン」並みであった。匍匐茎の長さは定植 3 ヶ月後は 14.0 




太く「朝駆」より細かった。葉長は 4.97 cm，葉幅は 5.12 
mmで「Emerald」・「Meyer」・「みやこ」・「つくばグリーン」
より大で，「朝駆」・「朝萌」並みであった。葉色（極淡：


















　定植後の初期生育（極不良：1 ～極良：9）は 3.1 で
「みやこ」・「朝駆」・「朝萌」より不良で「Emerald」・
「Meyer」・「つくばグリーン」並み，2004 年春の草勢（極
不良：1 ～極良：9）は 2.0 で「Emerald」・「Meyer」・「み
やこ」・「朝駆」・「朝萌」より不良で「つくばグリーン」
並み，2004 年秋の草勢（極不良：1 ～極良：9）は 3.0
で「みやこ」・「朝駆」・「朝萌」・「つくばグリーン」より
不良で「Emerald」・「Meyer」並み，再生の良否（極不
良：1 ～極良：9）は 5.3 で「みやこ」・「朝駆」より良で
シバ中間母本農 1 号 朝駆
カルス誘導率 100%	(100) 70%	(30)
再分化率 100%	(100) 0%	(30)
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「Emerald」・「Meyer」・「つくばグリーン」並みであった。





　紅葉の早晩（10 月 31 日を 0 とした日数）は 16.7 で供
試品種・系統の中で最も早かった。越冬の良否（極不良：













定植 3ヶ月後 定植11ヶ月後 極淡：1 ～
極濃：9
シバ中間母本農 1 号 5.8 ab 2.4 c 14.0 d 18.3 c 2.26 b 4.97 ab 5.12 a 4.3 de
Emerald 7.0 a 5.2 ab 33.5 bcd 39.1 bc 1.14 e 2.07 d 1.69 d 5.2 cd
Meyer 4.3 b 3.0 bc 24.0 cd 36.5 bc 1.65 d 2.20 d 3.13 c 6.4 b
みやこ 6.5 a 4.7 abc 50.0 b 55.4 b 1.89 cd 3.65 c 4.25 b 3.9 e
朝駆 6.4 a 4.7 ab 122.6 a 141.9 a 2.69 a 5.61 a 5.53 a 6.1 bc
朝萌 6.0 ab 5.4 a 115.6 a 118.8 a 1.83 cd 4.29 bc 4.78 ab 4.4 de
つくばグリーン 6.5 a 4.0 abc 43.9 bc 55.8 b 1.94 c 1.83 d 4.06 b 7.6 a
注：Tukey の多重比較の結果，異なる文字間には 5％水準で有意差が認められる。
表 2.　「シバ中間母本農 1 号」および標準・対照品種の形態的特性（栄養体）
図 2.　PCR による GUS 遺伝子導入の確認
M：分子量マーカー（λ－EcoT14I），P：バイナリーベクター pIG121 Hm の PCR 産物，C：非形質転換「シバ中間母本農 1 号」
の PCR 産物，1 ～ 13：「シバ中間母本農 1 号」由来形質転換体（全 13 個体）の PCR 産物
図 3.　葉身の組織化学的染色による GUS 遺伝子発現の確認
左：GUS 遺伝子が発現している「シバ中間母本農 1 号」カルス由来の再分化個体，右：非形質転換「シバ中間母本農 1 号」
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1 ～極良：9）は 4.0 で有意差は検出できなかった。越夏



















3 月 31 日を 0 と
した日数
3 月 31 日を 0 と
した日数
シバ中間母本農 1 号 3.1 b 2.0 c 3.0 b 5.3 ab 22.0 a 25.0 cd
Emerald 4.3 b 3.7 b 3.7 b 5.5 ab 16.0 c 37.0 a
Meyer 4.3 b 3.7 b 3.3 b 5.2 ab 18.3 bc 23.0 de
みやこ 6.2 a 6.0 a 5.7 a 3.0 c 20.0 ab - -
朝駆 6.5 a 7.3 a 5.7 a 3.3 c 18.7 bc 27.0 c
朝萌 6.8 a 7.3 a 7.0 a 4.2 bc 20.0 ab 20.0 e
つくばグリーン 3.6 b 3.0 bc 5.7 a 6.3 a 21.0 ab 31.0 b
注：Tukey の多重比較の結果，異なる文字間には 5％水準で有意差が認められる。















シバ中間母本農 1 号 1.33 a 15.2 a 46.8 a 7.0 a 3.75 ab 1.41 a 49.5 a
Emerald - - - - - - - - - - - - - -
Meyer 0.73 c 7.8 b 25.8 b 2.6 c 3.37 bc 0.93 c 31.5 c
みやこ 0.73 c 15.4 a 43.7 a 4.4 b 3.08 c 0.90 c 39.5 b
朝駆 1.03 b 13.0 a 43.3 a 4.4 b 4.20 a 1.18 b 34.5 bc
朝萌 1.10 ab 12.2 a 47.6 a 4.8 b 3.06 c 1.15 b 50.7 a
つくばグリーン - - - - - - - - - - - - - -
注 1：Tukey の多重比較の結果，異なる文字間には 5％水準で有意差が認められる。
注 2：「Emerald」，「つくばグリーン」は試験期間中出穂しなかった。
表 3.　「シバ中間母本農 1 号」および標準・対照品種の形態的特性（穂・種子，その 1 ）






シバ中間母本農 1 号 7 - 2 - 1484.5 b 1.2 d
Emerald - - 1 - - - - -
Meyer 5 - 2 - 2714.2 a 76.4 a
みやこ 7 - 4 - - - - -
朝駆 6 - 2 - - - 25.2 c
朝萌 6 - 2 - 635.1 b 49.1 b
つくばグリーン - - 1 - - - - -




表 4.　「シバ中間母本農 1 号」および標準・対照品種の形態的特性（穂・種子，その 2 ）
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考　　察
　GUS 遺伝子を形質転換した「シバ中間母本農 1 号」
の生長点由来カルスが再分化し，その再分化個体のゲ
ノム DNA に GUS 遺伝子が導入されていることが PCR

























































越冬の良否 越夏の良否 さび病抵抗性 斑葉葉巻病抵抗性










シバ中間母本農 1 号 16.7 e 4.0 n.s. 5.3 e 4.3 c 9.0 a
Emerald 30.7 abc 6.0 6.9 c 9.0 a 9.0 a
Meyer 24.0 d 5.3 6.1 d 7.0 b 5.7 b
みやこ 35.0 a 4.0 8.9 b 9.0 a 9.0 a
朝駆 33.0 ab 4.3 8.9 b 9.0 a 7.3 ab
朝萌 30.0 bc 5.0 9.0 a 9.0 a 8.7 a
つくばグリーン 28.0 cd 6.0 8.9 b 9.0 a 8.7 a
注：Tukey の多重比較の結果，異なる文字間には 5％水準で有意差が認められる。
表 6.　「シバ中間母本農 1 号」および標準・対照品種の生育特性（その2 ）
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図 4.　「シバ中間母本農 1 号」と標準・対照品種の草姿とさび病罹病程度
（2004 年 7 月 5 日に畜産草地研究所試験圃場にて撮影）
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	 The	vegetatively	propagated	 cultivar	 of	 Japanese	 lawngrass	 (Zoysia japonica	 Steud.)	 “Japanese	
Lawngrass	Intermediate	Parent	Nou	1”	was	selected	for	tissue	culture	adaptability	from	about	10,000 seeds 
which	were	genetically	heterogenous	and	 commercially	 sold	as	 “common”.	The	 cultivar	 shows	 superior	
redifferentiation	ability	of	callus	induced	from	shoot	apical	meristem.	Because	homogenous	and/or	homozygous	
seeds	are	not	available	 in	Japanese	 lawngrass,	conventional	method	 inducing	callus	 from	seed	are	poor	 in	
repeatability.	The	cultivar	enables	homogenous	callus	 induction	 from	meristem	and	promotes	reliability	of	
tissue	culture	and	genetic	transformation.	As	a	model,	genetic	transformation	of	GUS	(β-glucronidase)	gene	was	
tested	and	successful.	The	cultivar	was	registered	as	number	18204 in 2009	by	The	Plant	Variety	Protection	and	
Seed	Act.	Its	leaf	size,	culm	diameter	and	number	of	spikelet	are	significantly	bigger	than	standard	cultivars.	
Because	density	and	length	of	stolon,	vigor	of	early	stage,	spring	vigor,	fall	vigor	and	resistance	to	rust	disease	
are	significantly	inferior	to	standard	cultivars,	“Japanese	Lawngrass	Intermediate	Parent	Nou	1”	will	not	be	
adaptable	to	actual	use	as	forage	grass	and	turf	grass.	It	will	be	valued	as	experimental	material	and	will	
contribute	to	studies	for	genetic	transformation	and	rust	disease.
Key words: Japanese	lawngrass,	redifferentiation	ability,	gene	recombination,	rust
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